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@) Cyclopeptide 

(57) Die Erfindung betrifft neue Cyciopeptide der Formel I 
Cycio^Arg-A-Asp-R^R 2 ) 
worm 

A, R 1 und R 2 die in Anspruch 1 angegenene Bedeutung 
besitzen, sowie deren Saize. 

Diese Veroindungen wirken a:s Integrin-lnhibitoren unci 
konnen insbesondere zur Prophyiaxe und Behandlung von 
Erkrankungen des Kreisiaufs, der Knochen und in der 
Tumortherapie sowie als antinrikrcbielle jnd antivirale Wirk- 
stoffe verwendet werden. 




Die folgenden Angaben sincl den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 
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Beschreibung 

Die Erfmdung betrifft neue Cyclopeptide der Formel I 
5 Cyclo-(Arg-A-Asp-R'-R^) I 
worin 

A Gly oder Ala, 

?^ in f h n 1 2 -" Car w OXy " 8 " a " lin0 " 4 " lhiapiperolidin - 9 - on - < Btd >' o-Aminomethvl-o'-carboxvbiDhenvl- fBioh) '-Ami 
>o nomethylo-carboxymethylthiophen- (Act). 6-Ammohexan.aure-Rest (Aha) oder Linen - ' , - n 

und 

15 R 2 fehIt,oderaber Va! 
bedeuten, 

sowie deren physiologisch unbedenkliche Salze 
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Ahniiche Verbindungen sind aus Pharmazie 40 (8), 532-5 (1 985) bekannt 

inch!' Ve , rbindun S5 n k ? n " e " als Arzneimiitetoirkstoffe in der Kumati- und Veierinarmedizin einsesetz, werden 
Ar,. rS^r' 2 "J Pro P h >; la " »" d Sehandlung .on Erkr.nknngen des Kreislanft. Tnrombof EzISS' 
T„ f f ' E " ,z "" du "8 5 "- Apoplexie, Angina pectoris. Tumorerkrankungen, os oh* °ch"„ Erkranknn 

^^r,=T„ettt 

schnttmacher o. a., eingesetzt werden. Sie wirken daher auch als Antiseptika ^atneter oder Herz 

ArSnoste nachstehend ^uhnen Abkurzungen von Aminosaureresten stehen fur die Reste folgender 



Act: 2-Aminomethylthiophen-5-essigsaure 
Aha: 6-Aminohexansaure 
Ala: Aianin 
Asn: Asparagin 
45 Asp: Asparaginsaure 

Asp(OR): Asparaginsaure(P-ester) 
Arg: Arginin 

Biph: o-Aminomethyl-biphenyl-o'-carbonsaure 

Btd:8-Amino-4-thiapiperoIidin-9-on-2-carbonsaure 
50 Cys:Cystein 

Gin: Glutamin 
Glu: Glutaminsaure 
Gly: Giycin 

Giy[ANC-2]- Leu: 2-(3- Amino- 1 -pyrroIid-2-onylM-methyl-pentansaure 
55 His:Histidin 

He: Isoleucin 

Leu: Leucin 

Lys: Lysin 

Met: Methionin 
60 NIe: Norleucin 

Orn: Ornithm 

Phe: Phenylalanin 

Pro:Prolin 

spiro— Pro — Leu:2-(l,7-Dia2aspiro[4.4]-nonan-7-yl)-4-methvl-pentansaure 
65 Ser: Serin 

Thr: Threonin 

Trp: Tryptophan 

Tyr: Tyrosin 
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Val: Valin 

Ferner bedeuten nachstehend: 

BOC: tert.-Butoxycarbonyl 
CBZ: Benzyloxycarbonyl 
DCCI: Dicydohexylcarbodiimid 
DMF: Dimethylformamid 

EDCI: N-Ethyl-N'-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimidhydrochlorid 
Et: Ethyl 

FMOC: 9-Fluorenylmethoxycarbonyl 
HOBt: 1-Hydroxybenzotriazol 
Me: Methyl 

Mtr: 4-Methoxy-23,6-trimethylpheny[-sulfonyl 

OBut:tert.-Butoxy 

OMe: Methoxy 

OEt: Ethoxy 

POA: Phenoxyacetyl 

TBTU: 2-(lH-BenzotriazoI-l -y()- 1 ,1,3,3-tetramethyIuroniumtetrafluorborat 
TFA: Trifluoressigsaure 

Sofern die vorstehend genannten Aminosauren in mehreren enantiomeren Formen auftreten konnen, so sind 
vor- und nachstehend, z. B. als Bestandteil der Verbindungen der Formel I, alle diese Formen und auch ihre 
Gemische (z. B. die DL-Formen) eingeschlossen. Ferner konnen die Aminosauren, z. B. als Bestandteil von 
Verbindungen der Formel I, mit entsprechenden an sich bekannten Schutzgruppen versehen sein. 

Gegenstand der Erfindung ist ferner ein Verfahren zur Herstellung einer Verbindung der Formel I nach 
Anspruch 1 oder eines ihrer Salze, dadurch gekennzeichnet, daB man sie aus einem ihrer funktionellen Derivate 
durch Behandeln mit einem solvoiysierenden oder hydrogenolysierenden Mittel in Freiheit setzt 
oder daB man ein Peptid der Formel II 



Z -Arg-A-Asp-R 1 — R 2 - 
A — Asp — R l — R 2 — Arg — 

— Asp— R l — R 2 — Arg— A 

— R 1 — R 2 — Arg— - A — Asp— oder 
R 2 — Arg — A — Asp — R 1 — bedeutet, 

oder ein reaktionsfahiges Derivat eines solchen Peptids mit einem cyclisierenden Mittel behandelt 

und/oder daB man eine basische oder saure Verbindung der Formel I durch Behandeln mit einer Saure oder Base 

in eines ihrer Salze uberfuhrt. 

Vor- und nachstehend haben die Reste A, R 1 , R 2 und Z die bei den Formeln I und II angegebenen Bedeutungen 
sofern nicht ausdriicklich etwas anderes angegeben ist. 

Der Rest (S,S)spiro— Pro — Leu steht fur einen 2-(l,7-Diazaspiro[4,4]-6-oxo-nonan-7-yl)-4-methyl-pentansau- 
rerest und besitzt die folgende Struktur: 



H-Z-OH 



II 



worm 




wahrend der Rest (S)Glyf ANC-2]— Leu bzw. (R)Gly[ANC-2]- Leu fur einen 3(S)- oder 3(R)-2-(3-Amino-I-pyr- 
rolid-2-onyl)-4- methyl- pen tans aure rest 



DE 44 15 310 A 




-HN V^N-W-^/ G!y[ANC-2]-Leu 



30 



35 



steht. 

Atfo^o^e^eher °- Am ' n0met ^lb,phen y ,-o'-carbon Saur erest. wobei B,ph , und B.ph 2 far m6gliche 
^—^o^ D " g ,e,cH bevorzug, Dle 

A,> V VOr K Ug H SWe,Se ?' y ' kann jed ° ch auch fQr Ala - insbesondere fur DA la stehen 

Methoden der organischer f Chemie Gen , Thi^L v 1 ^ B " Stand ^dwerken wie Houben-Wevi. 

«ionsbedingungen g die fa - die genannte ^ Umsetzun.en'L^ beschneben Slnd - ""d zwar unter Reak- 

bekann.en.hief nich t n.her erw^nten ^^^0X^0^^^ ge6 ' gnet ^ ^ ^ ™ ^ h ^ 
b^hriS^ ^ -er Methode von R. M. Fre.dinger « a,, 

Analogie zu der Methode von P. Ward e 'a J Med Chem 33 lS^I'ff M^f™" ^ b ™^™* in 
Synthase von Btd nach U. Naga, et a.. Tetrahe^on 49 3 /^i'" (' 9 3 mSichT 

rer^r^S e,ner oder mehre- 

NHR'-Gruppe (wJrin R' eine A^noschutzgrupp "bede'ufe ' TbOC oScS «?h N"*" 0 ™** ^ 

R"0 -phenyigruppe enthalten (worin R" eineH^x'S^p^ Seu eV'"" HydmX ^ h ^^ ™* 
Mo eiTdTs X^S^.^'^^^ ~ geSChatZte Amin^ und/oder Hvdroxvgrunpen ip. 
,0 sind, konnen si^li^?^^^^ ZZ^^ vo„einknder^ied« 

eine An^i^ " nd b «^t s.ch auf Gruppen, die geeignet sind. 

nachdem die gewQnschtl cSscne Reakt on an anderl S T ^ ^V^' d ' e aber le ' cht ^fernbar sind, 

50 ycarbonvl- und vor allem Aralkoxvcarbonvtr nnLtn S ?P , lnsbesond ^e Alkoxycarbonyl, Arylox- 

Acetyl, Propionyl, Butyry^- AralkS tUr ^"'f A<*'g™PPen sind Alkanoyf wie 

POA; Alkoxycarbonylwie wS^X^S^^^l rZl^ T ^ ™ 
ycarbonyl; Araikyloxycarbonyl wie CBZ rciKbSt^ BOC - 2 -I°d«hox- 

wie Mtr. Bevorzugte LinoscLtzgruppen^ ™° C; ^'«"'<>n y . 

..eld (B. F Cy S ,n u. R. S. M.mf.dd. 1 Am.Ch.m. Soc 94. 5 1 02iT. ( 1 972)), Binders vor.eilhaf, m die SvmhTse 
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nach der FMOC-Strategie im FIuBreaktor, beschrieben von A. Jonczyk und J. Meienhofer in Peptides, Proc. 8th 
Am. Pept. Symp. 73 — 77 (1983) (Eds. V. J. Hruby u. D. H. Rich), Pierce Co. Rockford. 

Das In-Freiheit-Setzen der Verbindungen der Formel I aus ihren funktionellen Denvaten geiingt — je nach 
der benutzten Schutzgruppe — z. B. mit starken Sauren, zweckmaBig mit TFA oder Perchlorsaure, aber auch mit 
anderen starken anorganischen Sauren wie Salzsaure oder Schwefeisaure, starken organischen Carbonsauren 5 
wie Trichloressigsaure oder Sulfonsauren wie Benzol- oder p-Toluoisulfonsaure. Die Anwesenheit eines zusatz- 
Iichen inerten Losungsmittels ist moglich, aber nicht immer erforderiich. Als inerte Losungsmittel eignen sich 
vorzugsweise organische, beispieisweise Carbonsauren wie Essigsaure, Ether wie Tetrahydrofuran oder Dioxan, 
Amide wie DMF, halogenierte Kohlenwasserstoffe wie Dichlormethan, ferner auch Alkohole wie Methanol, 
Ethanol oder Isopropanol sowie Wasser. Ferner kommen Gemische der vorgenannten Losungsmittel in Frage. <o 
TFA wird vorzugsweise im OberschuB ohne Zusatz eines weiteren Losungsmittels verwendet. Perchlorsaure in 
Form eines Gemisches aus Essigsaure und 70%iger Perchlorsaure im Verhaltnis 9 : 1. Die Reaktionstemperatu- 
ren fur die Spaltung liegen zweckmaBig zwischen etwa 0 und etwa 50°, vorzugsweise arbeitet man zwischen 15 
und 30° (Raumtemperatur). 

Die Gruppen BOC, OBut und Mtr konnen z. B. bevorzugt mit TFA in Dichlormethan oder mit etwa 3 bis 5 n 15 
HC1 in Dioxan bei 15 — 30° abgespaiten werden, die FMOC-Gruppe mit einer etwa 5- bis 50%igen Losung von 
sekundaren Aminen, wie Dimethylamin, Diethylamin oder Piperidin in DMF bei 15 — 30°. 

Hydrogenolytisch entfernbare Schutzgruppen (z. B. CBZ oder Benzyl) konnen z. B. durch Behandeln mit 
Wasserstoff in Gegenwart eines fCatalysators (z. B. eines Edelmetallkatalysators wie Palladium, zweckmaBig auf 
einem Trager wie Kohle) abgespaiten werden. Als Losungsmittel eignen sich dabei die oben angegebenen, 20 
insbesondere z. B. Alkohole wie Methanol oder Ethanol oder Amide wie DMF. Die Hydrogenolyse wird in der 
Regel bei Temperaturen zwischen etwa 0 und 100° und Driicken zwischen etwa 1 und 200 bar, bevorzugt bei 
20 — 30° und 1 — 10 bar durchgefuhrt. Eine Hydrogenolyse der CBZ-Gruppe geiingt z. B. gut an 5 bis I0°/oigem 
Pd — C in Methanol oder mit Ammoniumformiat (anstelle von H 2 ) an Pd — C in Methanol/DMF bei 20—30°. 

Verbindungen der Formel I konnen auch durch Cyclisierung von Verbindungen der Formel II unter den 25 
Bedingungen einer Peptidsynthese erhalten werden. Dabei arbeitet man zweckmaBig nach ubiichen Methoden 
der Peptid-Synthese, wie sie z. B. in Houben-Weyl, La, Band 15/11, Seiten 1 bis 806 (1974) beschrieben sind. 

Die Reaktion geiingt vorzugsweise in Gegenwart eines Dehydratisierungsmittels, z. B. eines Carbodiimids wie 
DCCI oder EDCI, ferner Propanphosphonsaureanhydrid (vgL Angew. Chem. 92, 129 (1980)), Diphenylphosphor- 
ylazid oder 2-Ethoxy-N-ethoxycarbonyl-l,2-dihydrochinolin, in einem inerten Losungsmittel, z. B. einem haloge- 30 
nierten Kohlenwasserstoff wie Dichlormethan, einem Ether wie Tetrahydrofuran oder Dioxan. einem Amid wie 
DMF oder Dimethylacetamid, einem Nitril wie Acetonitril, oder in Gemischen dieser Losungsmittel, bei Tempe- 
raturen zwischen etwa — 10 und 40, vorzugsweise zwischen 0 und 30°. Urn die intramolekulare Cyclisierung vor 
der intermolekuiaren Peptid-Bindung zu fordern, ist es zweckmaBig, in verdunnten Losungen zu arbeiten 
(Verdiinnungsprinzip). 35 

Anstelle von II konnen auch geeignete reaktionsfahige Denvate dieser Stoffe in die Reaktion eingesetzt 
werden, z. B. solche, in denen reaktive Gruppen intermediar durch Schutzgruppen blockiert sind. Die Aminosau- 
rederivate II konnen z. B. in Form ihrer aktivierten Ester verwendet werden, die zweckmaBig in situ gebildet 
werden, z. B. durch Zusatz von HOBt oder N-Hydroxysuccinimid. 

Die Ausgangsstoffe der Formel II sind in der Regei neu. Sie konnen nach bekannten Methoden, z. B. den oben 40 
angegebenen Methoden der Peptidsynthese und der Abspaltung von Schutzgruppen, hergestellt werden. 

In der Regel synthetisiert man zunachst geschtitzte Pentapeptidester der Formel R'-Z-OR", z, B. BOC — 
Z-OMe oder BOC — Z — OEt, die zunachst zu Sauren der Formel R'-Z-OH, z. B. BOC-Z — OH verseift 
werden; aus diesen wird die Schutzgruppe R' abgespaiten, wodurch man die freien Peptide der Formel H — Z — 
OH(II)erhalt. 45 

Eine Base der Formel I kann mit einer Saure in das zugehorige Saureadditionssalz ubergefuhrt werden. Fur 
diese Umsetzung kommen insbesondere Sauren in Frage, die physiologisch unbedenkliche Salze liefern. So 
konnen anorganrsche Sauren verwendet werden. z. B. Schwefeisaure, Saipetersaure, Halogenwasserstoffsauren 
wie Chlorwasserstoffsaure oder Bromwasserstoffsaure, Phosphorsauren wie Orthophosphorsaure, Sulfaminsau- 
re, ferner organische Sauren, insbesondere aliphatische. alicyclische, araliphatische, aromatische oder heterocy- 50 
clische ein- oder mehrbasige Carbon-, Sulfon- oder Schwefelsauren. z. B. Ameisensaure, Essigsaure, Propionsau- 
re, Pivalinsaure, Diethylessigsaure, Malonsaure, Bernsteinsaure, Pimelinsaure, Fumarsaure, Maleinsaure, Milch- 
saure, Weinsaure, Apfelsaure, Benzoesaure, Salicyisaure, 2-oder 3-Phenylpropionsaure, Citronensaure. Glucon- 
saure, Ascorbinsaure, Nicotinsaure, Isonicotinsaure, Methan- oder Ethansulfonsaure, Ethandisulfonsaure, 2-Hy- 
droxyethansulfonsaure. Benzolsuifonsaure, p-Toluolsuifonsaure, Naphthalin-mono- und -disulfonsauren, Lauryl-' 55 
schwefeisaure. Salze mit physiologisch nicht unbedenklichen Sauren, z. B. Pikrate, konnen zur Isoiierung und/ 
oder Aufreinigung der Verbindungen der Formel I verwendet werden. 

Andererseits kann eine Saure der Formel I durch Umsetzung mit einer Base in eines ihrer physiologisch 
unbedenklichen Metail- oder Ammoniumsalze ubergefuhrt werden. Als Salze kommen dabei insbesondere die 
Natrium-, Kaiium-, Magnesium-, Calcium- und Ammoniumsalze in Betracht, ferner substituierte Ammoniumsal- 60 
ze, z. B. die Dimethyl-, Diethyl- oder Diisopropylammoniumsalze, Monoethanol-, Diethanol- oder Triethanolam- 
moniumsalze, Cyclohexyl-, Dicyclohexylammoniumsalze, Dibenzylethylendiammoniumsalze, weiterhin z. B. Sal- 
ze mit N-Methyl-D-glucamin oder mit Arginm oder Lysm. 

Die neuen Verbindungen der Formel I und ihre physiologisch unbedenklichen Salze konnen zur Herstellung 
pharmazeutischer Praparate verwendet werden, indem man sie zusammen mit mindestens einem Trager- oder 55 
Hilfsstoff und, falls erwunscht, zusammen mit einem oder mehreren weiteren Wirkstoff(en) in eine geeignete 
Dosierungsform bringt. Die so erhaltenen Zubereitungen konnen als Arzneimittel in der Human- oder Veteri- 
narmedizin eingesetzt werden. Als Tragersubstanzen kommen organische oder anorganische Stoffe in Frage, die 
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sich fur die enterale (z. B. orKToder rektale), parenterale (z. B. intravenose Injektion) oder lokale (z. B. topische 
dermale, ophthalmische oder nasale) Applikation oder fur erne Applikation in Form ernes Inhalations-Sprays 
eignen und mil den neuen Verbindungen nicht reagieren. beispielsweise Wasser oder wassenge isotonische 
Kochsalzlosung, niedere Atkohole, pflanzliche Ole, Benzyialkohole, Polvethvienglvkole. Glvcerintriacetat urd 
andere Fettsaureglycende, Gelatine, Sojalecithin, Kohlehydrare wie Lactose oder Starke, Magnesiumstearat, 
Talk, Cellulose, Vaseline. Zur oraien Anwendung dienen insbesondere Tabletten, Dragees. Kapseln, Sirupe Safte 
oder Tropfen; von Interesse sind speziell Lacktabletten und Kapseln mit magensaftresistemen Gberzugen bzw 
Kapsefhullen. Zur rektalen Anwendung dienen Suppositories zur parenteralen Applikation Losungen vorzugs- 
weise ohge oder wassenge Losungen. ferner Suspensionen, Emuisionen oder Implantate. Zur topischen Anwen- 
dung eignen sich z. B. Losungen, die in Form von Augentropfen verwendet werden konnen. ferner z. B. Suspen- 
sionen, Emuisionen, Cremes, Salben oder Kompnmate. Fur die Applikation als Inhaiations-Sprav konnen Spravs 
verwendet werden, die den Wirkstoff entweder gelost oder suspendiert in einem Treibgas oder Treibgasgemisch 
(z. B. CO: ocer Fluorchlorkohlenwasserstoffen) enthalten. ZweckmaBig verwendet man den Wirkstoff dabei in 
mikrorusierter Form, wobei ein oder mehrere zusatzliche physiologisch vertragliche Losungsmittel zugegen sein 
konnen, z. B. EthanoL Inhalationsiosungen konnen mit Hilfe ublicher Inhalatoren verabfolgt werden. Die neuen 
V erbindungen konnen auch lyophiiisiert und die erhaltenen Lyophilisate z. B. zur Herstellung von Injektionspra- 
paraten verwendet werden. Die Injeknonen konnen dabei als Bolus oder als kontmuierliche Infusion (z. B. 
intravenos, intraperitoneal, intramuscular, subcutan oder intrathecal) gegeben werden. Die angegebenen Zube- 
reitungen konnen stenlisiert sein und/oder Hilfsstoffe wie Konservierungs-, Stabilisierungs- und/oder Netzmit- 
tel, Emulgatoren, Salze zur Beeinflussung des osmotischen Druckes, Puffersubstanzen, Farb- und/oder Aroma- 
stoffe enthalten. Sie konnen, falls erwunscht, auch einen oder mehrere weitere Wirkstoffe enthalten z B ein 
oder mehrere Vitamine. 

Die erfindungsgemaBen Substanzen konnen in der Regel in Analogie zu anderen bekannten im Handel 
befmdhchen Peptiden, insbesondere aber in Analogie zu den in der US-A-4 472 305 beschnebenen Verbindun- 
gen verabreicht werden, vorzugsweise m Dosiermengen zwischen etwa 0,05 und 500 mg, insbesondere zwischen 
O.o und 100 mg pro Dosierungsemheit. Die tagliche Dosierung liegt vorzugsweise zwischen etwa 001 und ? 
mg/kg Korpergewicht. Die spezielle Dosis fur jeden bestimmten Patienten hangt jedoch von den verschieden- 
sten Faktoren ab, beispielsweise von der Wirksamkeit der eingesetzten speziellen Verbindung vorn Alter 
Korpergewicht, allgemeinen Gesundheitszustand, Geschlecht, von der Kost, vom Verabfoigungszeitpunkt und 
-weg, von der Ausscheidungsgeschwindigkeit, Arzneistoffkombination und Schwere der jeweiligen Erkrankung 
welcher die Therapie gilt. Die parenterale Applikation ist bevorzugt. 

Ferner konnen die neuen Verbindungen der Formel I als Integnnliganden zur Herstellung von Saulen fur die 
Affinitatschromatographie zur Reindarstellung von Integrinen verwendet werden. 

Der Ligand, d. h. ein Peptidderivat der Formel I, wird dabei liber Ankerfunktionen an einen polvmeren Tracer 
kovalent gekuppelt. " 

Als polymere Tragermatenaiien eignen sich die an sich in der Peptidchemie bekannten polymeren festen 
Phasen mit vorzugsweise hydrophilen Eigenschaften, beispielsweise quervernetzte Polvzucker.wie Zellulose 
Sepharose oder Sephadex®, Acrylamide, Polymer auf Polyethy lengivkolbasis oder Tentakelpol vmere®. 

Als Ankerfunktionen, die mit den poiymeren Tragern verknupft sind, eignen sich vorzugsweise lineare 
Alkylenketten mit 2-12 C-Atomen, die mit einem Ende direkt an das Polvmer gebunden sind und am anderen 
Ende erne funktionelle Gruppe, wie z. B. Hydroxy, Amino, Mercapto, Maleinimido oder -COOH aufweisen und 
dazu geeignet sind, mit einer funktionellen Seitenkette des jeweiligen Peptids verknupft zu werden 

Dabei ist es moglich. daB das Peptid direkt oder ebenfalls Qber eine zweite Ankerfunktion mit dem Anker des 
Polymers verbunden ist. 

Daruber hinaus konnen bestimmte Aminosaurereste, die Bestandteil der Peptide der Formel I sind in ihren 
Seitenketten derart modifiziert werden, so daB sie zur Verankerung uber z. B. NH->, SH-. OH-, NH 2 - oder 
COOH-Gruppen mit dem Anker des Polymers zur Verfugung stehen. 

Beispiele fur Aminosaurereste, deren Seitenkette direkt als Ankerfunktion dienen kann, sind z B Ars oder 
Asp. 

Beispiele fur Anker, die uber freie NH 2 -Gruppen gebunden werden konnen, sind Reste wie z B — CO — 
CnH 2 n-NH 2 , -CO-C n H 2n -OH, -CO-C n H 2n -SH oder -CO-C n H 2n -COOH mit n - 2- 1 2, wobei die 
Lange der Alkylenkette mcht kntisch ist und diese gegebeneni'alls auch z. B. durch entsprechende Aryl- oder 
Alkylarylreste ersetzt werden kann. 

C-terminale Anker, die an freie Sauregruppierungen geknupft werden konnen, sind beispielsweise 
-0-C n H 2 n-SH. -0-C n H 2 n-OH, - 0-C n H 2n - NH 2 , -0-C n H 2 n-COOH, — NH — C n H 2n — SH, 
-NH-CnHzn-'JH, — NH-CnH 2 n-NH 2 oder — NH — C n H 2n — COOH, wobei fur n sowie die Alkvlenkette 
das bereits im vornergehenden Abschnitt Gesagte gilt. 

Die Herstellung der Materialien fQr die Affinitatschromatographie zur f ntegrinreinigung erfolgt unter Bedin- 
gungen wie sie fur die Kondensation von Aminosauren ublich und an sich bekannt sind und bereits im Abschnitt 
zur Herstellung der Verbindungen der Formel I geschiidert wurden. 

Im Falle der thiolhaltigen Anker bieten sich Additionsreaktionen. wie die Michael- Addition an Maleinimidde- 
rivaten oder die Disuifidbildung mit einem polymergebundenen Thiol, an. 

Vor- und nachstehend sind alle Temperaturen in °C angegeben. In den nachfolt nden Beispielen bedeutet 
"ubliche Aufarbeitung": Man gibt, falls erforderlich, Wasser hinzu, neutralisiert, extrahiert mit Ether oder 
Dichlormethan, trennt ab. trocknet die organische Phase uber Natnurnsulfat, filtnert, dampft em und reinigt 
durch Chromatographic an Kieselgel und/oder Kristallisation. RT = Retentionszeit (Minuten) bei HPLC an 
System A: Lichrosorb 3 * RP select B (250 x 4; 5 urn) oder System B: LiChrosorb 5 RP 18 (250 >: 4; 5 urn); 
Laufmittel (System A): 0.3% TFA in Wasser; Isopropanolgradient von 0 — 80 Vol- 0/ o; 50 Mm. bei 1 ml/Min. FluB 
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and Detektion bei 215 nm. Laufmittel (System B): Eluent A: 0,1% TFA in Wasser; Eluent B 0,1% TFA in 
Acetonitril/Wasser (9 : i); Gradient 20 — 90% B; 50 Min bei 1 ml/Min. M + = Molekuiar-Peak im Massenspek- 
trum, erhalten nach der "Fast Atom Bombardment"- Methode (FAB), wobei das angegebene Moiekuiargewicht 
um eine Masseneinheit im Vergleich zum berechneten Wert erhoht ist. 



Eine Losung von 0.4 g H — Arg(Mtr) — Gly — Asp — Btd — ONa [z. B. erhaltlich aus FMOC- Arg(Mtr) — Gly- 
Asp — Btd — O-Wang, wobei — O-Wang den bei den modifizierten Merrifield-Techniken verwendete Rest eines 
4-Oxymethylphenoxymethyl-polystyrolharzes bedeutet, durch Abspaltung der FMOC-Gruppe mit Piperidin/ 
DMF und Abspaltung des Harzes mit TFA/CH 2 Ci 2 (l : 1)] in 15 ml DMF wird mit 85 ml Dichlormethan verdunnt 
und mit 50 mg NaHC03 versetzt. Nach Kuhlung in einer Trockeneis/Aceton-Mischung werden 40 Diphenyl- 
phosphorylazid zugegeben. Nach 16 Stunden Stehen bei Raumtemperatur engt man die Losung ein. Das Kon- 
zentrat wird gefiltriert (Sephadex GlO-SauIe in Isopropanol/Wasser 8 : 2) und dann wie ublich mittels HPLC 
gereinigt. Man erhalt Cyclo-(Arg(Mtr)— Gly — Asp — Btd). 

Analog erhalt man durch Cyclisierung der entsprechenden linearen Peptide: 

Cyclo(Arg(Mtr)-GIy-Asp-(S)Gly[ANC-2]-Leu); 
Cyclo-(Arg(Mtr)-Gly-Asp-(R)Gly[ANC-2]-Leu); 
Cyclo-(Arg(Mtr)-Gly-Asp— (S.S)spiroPro— Leu); 
Cyclo-(Arg(Mtr)— Gly- Asp— Biphl); 
Cyclo-(Arg(Vltr)-GIy-Asp-Biph2); 
Cyclo-(Arg(Mtrj— Gly — As — Act); 
Cyclo-(Arg(Mtr)— Gly-Asp-Btd-Val); 
Cyclo-(Arg(Mtr)— DAla-Asp — Btd — Val); 
Cyclo-(Arg(Mtr)— Gly- Asp- Aha); 
Cyclo-(Arg(Mtr)-DAla-AspBtd); 
Cyclo-(Arg(Mtr)-DAia-Asp-(S)Gly[AMC-2]-Leu); 
Cyclo-(Arg(Mtr)- DAla- Asp-(R)Gl>{ANC-2]- Leu); 
Cyclo-(Arg(Mtr)— DAla-Asp— (S,S)spiroPro — Leu); 
CycLo-(Arg(Mtr)— DAla — Asp — Biphl); 
Cyclo-(Arg(Mtr)- DAla-Asp — Biph2); 
Cyclo-(A rg(Mtr) — D Ala — Asp — Act) 



Eine Losung von 0,28 g Cyclo-(Arg(Mtr)— Gly — Asp— Btd) [erhaltlich durch Cyclisierung gemaS Bsp. 1] in 
8,4 ml TFA, 1,7 ml Dichlormethan und 0,9 ml Thiophenol wird 4 Stunden bei Raumtemperatur stehen gelassen, 
anschlieBend eingeengt und nach Verdunnen mit Wasser gefriergetrocknet. Geifiltration an Sephadex G 10 
(Essigsaure/Wasser 1 ; 1) und anschiieBende Reinigung durch praparative HPLC unter den angegebenen Bedin- 
gungenliefernCyclo-(Arg — Gly-Asp-Btd);RT = 13,2; M + 527. 

Analog erhalt man: 

aus Cvclo-(Arg(Mtr)-Gly-Asp-(S)Gly[ANC-2]-Leu): 

Cvclo-(Arg-Gly-Asp-(S)Gly[ANC-2]— Leu);RT = 4,8; M + 525; 

ausCvclo-(Arg(Mtr)-Gly — Asp-(R)Glv[ANC-2l-Leu): 

Cyclo-(Arg-Gly-Asp-(R)Gly(ANC-2]-Leu); RT = 6,3; M + 525; 

aus Cyclo-(Arg(Mtr) — Gly — Asp — (S,S)spiroPro — Leu): 

Gyclo-(Arg-GIy-Asp-(S,S)spiroPro— Leu):RT = 14,6; M + 565; 

aus Cyclo-(Arg(Mtr)- Gly — Asp -Biphl): 

Cyclo-(Arg — Gly — Asp- Biphl); RT = 20,7; M + 538; 

aus Cvclo-(Arg(Mtr)Gly — Asp — Biph2): 

Cycio"-(Arg-Gly — Asp— Biph2);RT = 20.8; M + 538; 

aus CycIo-{ Arg( Mtr) - Gly — Asp - Act): 

CycIo-(Arg — Gly — Asp — Act), RT = 14,3; M+ 547; 

ausCyc!o-(Arg(Mt) — Gly — Asp — Btd — Val): 

Cyclo-( A rg - G ly - Asp - B td - Val) : 

aus Cyclo-(Arg(Mtr)— DAla — Asp -Btd — Val): 

Cycio-(Arg— DAla — AspBtd — Val); 

aus Cyc!o-( Arg(Mtr) — Gly — Asp — Aha): 

Cycio-(Arg — Gly— Asp — Aha) 



Beispiel 1 



Beispiel 2 



Beispiel 3 



80 mg CycIo-(Arg — Gly — Asp — Btd) werden funf bis sechsmal in 0.01 m HC1 gelost und nach jedem Losevor- 
gang gefriergetrocknet. Anschlie3ende Reinigung durch HPLC Iiefert Cyclo-(Arg — Gly— Asp-Btd) x HCl. 
Analog erhalt man: 
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aus CycJo-(Arg-Cly — Asp^STha): 

Cyclo-(Arg — Gly — Asp — Aha) :-: HCI; 
aus Cyclo-(Arg — Giv — Asp — Bid — Val): 
Cyclo-(Arg — Gly — Asp— Btd-Val) x HCI; 
aus CycIo-(Arg — Gly — Asp — Btd — Val): 
Cyclo-(Arg — DAia — Asp— Btd-Val) x HCI; 
aus Cyclo-( A rg — D Ala — Asp — Btd-Val) durch Behandlung mit Essigsaure: 
Oyclo-(Arg-DAla-Asp— Btd — Val) x H 3 C-COCH; 

ausCyclo-(Arg — Gly — Asp — Aha) durch Behandlung mit 0.01 N Salpetersaure: 
Cyclo-(Arg-Gly — Asp — Aha) :< HN0 3 

Beispiel 4 

Zur Herstellung von Affinitatsphasen suspendiert man 0,9 g CI — (CH 2 b — CO — NH — (CH.) 3 - Polymer [erhalt- 
lich durch Kondensation Cl-(CH 2 )3-COOH mit H 2 N-(CH 2 ) 3 -Polymer] in 10 ml 0.1 M Natriumphosphatpuf- 
fer bei pH 7 und fiigt bei 4° 1 Aquivalent Cyclo-(Arg(Mtr)-Gly- Asp(ONa)- Btd hinzu. Man ruhrt 4 Stunden 
bei gleichzeittger Erwarmung der Reaktionsmischung auf Raumtemperatur, filtnert den festen Rlickstand ab 
und wascht zweimal mit je 10 mi Pufferlosung {pH 7) und anschiieBend dreimal mit je 10 ml Wasser Man erhalt 
CycIo-(Arg(Mtr)-Gly-Asp(0(CH 2 h-CONH-(CH 2 )3-Polymer)-Btd). 

Beispiel 5 

Analog Beispiel 2 erhalt man durch Abspaltung der Mtr-Gruppe ausgehend von Cvcio-(Arg(Mtr) — Gly — 
Asp(-0-(CH 2 ) 3 -CONH-(CH 2 ) 3 -Polymer)-Btd) das Cvclo-( Ars- Glv- Asp(0-(OM 3 -CONH - 
(CH,) 3 -Polymer)-Btd). " " 

Beispiel 6 

Analog Beispiel 4 erhalt man durch Kondensation von Polymer — 0(CH 2 ) 3 - NH : [im Handel erhaltlich] und 
Cycio-(Arg — Gly — Asp-Biphl) die folgende poiymere Phase: Cyclo(Arg — Gly — Asp — (NH — (CHOi — O-Poly- 
mer)— Biphl). 

Analog erhalt man durch Kondensation von: 
Cyclo-(Arg — Gly — Asp— Btd — Val) mit H 2 N(CH 2 ) 3 — O-Polvmer: 
Cyclo-(Arg — Gly — Asp(NH—(CH 2 )3 — 0- Polymer) - Btd-Val). 

Die nachstehenden Beispiele betreffen pharmazeutische Zubereitungen. 

Beispiel A 
Injektionsglaser 

Eine Losung von 100 g eines Cyclopeptids der Formel I und 5 g Dinatriumhydrogenphosphat in 3 1 zweifach 
destilliertem Wasser wird mit 2 n Salzsaure auf pH 6,5 eingestellt, steril filtnert, in Injektionsglaser abgefullt, 
unter sterilen Bedingungen lyophilisiert und steril verschlossen. Jedes Injektionsglas enthalt 5 mg Wirkstoff. 

Beispiel B 

Suppositorien 

Man schmilzt ein Gemisch von 20 g Wirkstoff der Formel 1 mit 100 g Sojalecithin und 1400 g Kakaobutter, 
gieBt in Formen und !a(3t erkalten. Jedes Suppositonum enthalt 20 mg Wirkstoff. 

Beispiel C 

Losung 

Man bereitet eine Losung aus 1 g Wirkstoff der Formel I, 9,38 g NaH 2 P0 4 x 2 H 2 0. 28 T 48 g Na 2 HP04 x 12 
H 2 0 und 0,1 g Benzalkomumchlorid in 940 ml zweifach destillienem Wasser. Man steilt auf pH 6,8 ein, full t auf 1 1 
auf und sterilisiert durch Bestrahlung. Diese Losung kann in Form von Augentropfen verwendet werden. 

Beispiel D 

Saibe 

Man mischt 500 mg Wirkstoff der Formel 1 mit 99,5 g Vaseline unter aseptischen Bedingungen. 

Beispiel E 




Tabletten 
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X mikroi 



Ein Gemisch von 100 g eines Cyciopeptids der Formel I, 1 kg Lactose, 600 g rmkrokristalliner Cellulose, 600 g 
Maisstarke, 100 g Polyvinylpyrrolidone 80 gTalk und 10 g Magnesiumstearat wird in ubiicher Weise zuTabletten 
gepreBt, so daB jede Tablette 10 mg Wirkstoff enthalt. 

Beispiel F 5 

Dragees 

Man preBt Tabletten wie in Beispiel E angegeben und Qberzieht sie anschlieBend in ubiicher Weise mit einem 
Oberzug aus Saccharose, Maisstarke, Talk, Tragant und Farbstoff. 10 

Beispiel G 

Kapsein 

In ubiicher Weise werden Hartgelatinekapseln mit einem Wirkstoff der Formel I gefulit, so daB jede Kapsel 
5 mg Wirkstoff enthalt. 

Beispiel H 
Inhalationsspray 
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Man lost 14 g Wirkstoff der Formel I in 10 I isotonischer NaCI-Losung und fQllt die Losung in handelsubliche 
SpruhgefaBe mit Pump-Mechanismus. Die Losung kann in Mund oder Nase gespriiht werden. Ein SpruhstoB 
(etwa 0,1 ml) entspricht einer Dosis von etwa 0,14 mg. 25 

Patentanspruche 

1. Cyclopeptide der Formel I 
Cyclo-( Arg — A — Asp — R 1 — R 2 ) I 
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worm 

A Gly oder Ala, 

R 1 einen 2-Carboxy-8-amino-4-thiapiperolidin-9-on- (Btd), o-Aminomethyi-o'-carboxybiphenyl- (Biph), 35 
2-Aminomethyl-5-carboxymethyithiophen- (Act), 6-Aminohexansaure-Rest (Aha) oder einen 2-(l,7-Diaza- 
spiro[4.4]-nonan-7-yl)-4-methylpentansaure ((S,S)spiro~Pro — Leu) oder 2-(3- Amino- 1 -pyrroiid- 
2-onyl)-4-methylpentansaurerest (S)Gly[ANC-2] — Leu oder (R)Gly[ANC-2] — Leu-Rest bedeutet, wobei 
die Reste jeweils uber Peptidbindungen gebunden sind 

und 40 

R 2 fehh, oder aber Vai 

bedeuten, 

sowie deren physiologisch unbedenkliche Salze. 
2. 

(a) CvcIo-(Arg-GIy — Asp — (S)Gly[ANC-2] — Leu); 45 

(b) Cycio-(Arg-Gly-Asp — (R)Giy[ANC-2]~Leu); 

(c) Cyclo-(Arg — Gly— Asp — (S.S)spiro — Pro — Leu): 

(d) Cyclo-(Arg — Giy — Asp — Act); 

(e) Cyclo-(Arg-Gly — Asp— Btd) 

(f) Cyclo-(Arg — Gly — Asp — Aha) 50 

( g) Cyclo-( Arg _ Gly - Asp — Btd - Val) 

(h) Cycio-( Arg— DAla — Asp — Btd — Val). 

3. Ein Enantiomer oder em Diastereomer einer Verbindung der Formel I gemaB Anspruch t. 

4. Verfahren zur Herstellung einer Verbindung der Formel I nach Anspruch 1 oder eines ihrer Salze, 
dadurch gekennzeichnet. daB man sie aus einem ihrer funktionellen Derivate durch Behandeln mit einem 55 
solvolysierenden oder hydrogenolysierenden Mittel in Freiheit setzt 

oder daB man ein Peptid der Formel II 

H-Z-OH II 

60 

vvorin 

Z —Arg — A — Asp— R 1 — R 2 — 

— A — Asp — R : — R 2 — Arg — 

— Asp — R : — R 2 — Arg — A — 

— R 1 — R 2 — Arg— A — Asp — oder 65 
-R 2 -Arg-A-Asp-R l 

bedeutet, 

oder ein reaktionsfahiges Derivat eines solchen Peptids mit einem cyclisierenden Mittel behandeit 
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ne^asische oder saure Verbindung der Formel I dnrrh 



und/oder daB man eine^Ssische oder saure Verbindung der Formel I durch Behandeln mit einer Saure oder 
Base In ernes ihrer Salze uberfuhrt. 

5. Verfahren zur Herstellung pharmazeutischer Zuberehungen, dadurch gekennzeichnet. da3 man erne 
Verbindung der Formel I nach Anspruch 1 und/oder eines ihrer physiologisch unbedenklichen Salze 
zusammen mit mindestens einem festen. flussigen oder haibfliissigen Trager- oder Hilfsstoff in eine geeigne- 
te Dosierungsform bringt. 

6. Pharmazeutische Zubereitung, gekennzeichnet durch einen Gehalt an mindestens einer Verbindung der 
allgememen Formel I nach Anspruch 1 und/oder einem ihrer physiologisch unbedenklichen Salze. 

7. Verwendung von Verbindungen der Formel I nach AnsprucrTl oder von deren phvsiologisch unbedenkli- 
chen Salzen zur Herstellung eines Arzneimittels zur Bekampfung von Krankheiten. 

8. Verwendung von Verbindungen der Formel I nach Anspruch T oder von deren phvsiologisch unbedenkli- 
chen Salzen bei der Bekampfung von Krankheiten. 

Verwendung von Verbindungen der Formel I nach Anspruch 1 zur Herstellung von immobilisierten 
Liganden fur Affinitatssaulenchromatographie. 

10. Verwendung von Verbindungen der Formel I nach Anspruch 1 zur Reinigung von Integnnen durch 
Affinitatschromatographie. 
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